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1. Dane personalne
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Miejsce urodzenia:  Mielec

Miejsce pracy: Uniwersytet Rolniczy im. H. Koltataja w Krakowie
Wydziat Hodowli i Biologii Zwierzat
Instytut Nauk o Zwierzetach
Zaktad Hodowli Trzody Chlewnej i Drobnego Inwentarza
Al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakow
Tel. (012) 662 40 79
e-mail: p.niedbala@ur.krakow.pl

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

27 lipiec 1993 magister inzynier zootechnik, Akademia Rolnicza
im. H. Kollataja w Krakowie, Wydzial Zootechniczny.

Tytut pracy: Ocena plodno$ci samcow jenotéw na podstawie
zmian wielkoS$ci i konsystencji jader oraz przebiegu sperma-
togenezy

promotor: dr Olga Szeleszczuk

11 czerwiec 2003  doktor nauk rolniczych w zakresie zootechniki, specjalnosé:
hodowla zwierzat futerkowych, Akademia Rolnicza im. Hugona
Kolataja w Krakowie, Wydziat Hodowli i Biologii Zwierzat.

Tytut pracy: Wlasciwosci biologiczne i biochemiczne oraz
przydatno$¢ do mrozenia nasienia jenotow hodowlanych
(Nyctereutes procyonoides Gray)

promotor: dr hab. Olga Szeleszczuk

recenzenci: Prof. dr hab. Stanistaw Jarosz
Prof. dr hab. Jerzy Strzezek

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

1991 — 1992 student stazysta, Katedra Hodowli Zwierzat Futerkowych,
Akademia Rolnicza im. H. KoHtataja w Krakowie

1992 — 1993 pomoc techniczna, Katedra Hodowli Zwierzat Futerkowych
Akademia Rolnicza im. H. KoHataja w Krakowie

1993 — 1994 starszy referent techniczny, Katedra Hodowli Zwierzat Futerkowych
Akademia Rolnicza im. H. KoHtataja w Krakowie
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1994 — 2004 asystent naukowo-dydaktyczny, Katedra Hodowli Zwierzat
Futerkowych, Uniwersytet Rolniczy im. H. Kollataja w Krakowie

2004 — 2004 adiunkt naukowo-dydaktyczny, Katedra Hodowli Zwierzat
Futerkowych, Uniwersytet Rolniczy im. H. Kollataja w Krakowie

2004 — 2007 adiunkt naukowo-dydaktyczny, Katedra Hodowli Drobnego Inwentarza
Uniwersytet Rolniczy im. H. Koltataja w Krakowie

2007 — 2014 adiunkt naukowo-dydaktyczny, Katedra Hodowli Drobiu Zwierzat
Futerkowych 1 Zoohigieny, Uniwersytet Rolniczy im. H. Koltataja w
Krakowie

2014 — nadal adiunkt naukowo-dydaktyczny, Zaklad Hodowli Trzody Chlewnej i
Drobnego Inwentarza, Instytut Nauk o Zwierz¢tach, Uniwersytet
Rolniczy im. H. Kollgtaja w Krakowie

Wskazanie osiagnie¢cia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003
roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki — Dz. U. 2016 r. poz.882 ze zm. w Dz. U. 2 2016 r. poz.1311.):

Tytul osiggni¢cia naukowego

Podstawa do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora habilitowanego jest
monografia:

Piotr Niedbata. Wplyw pory roku i wieku zwierzat na parametry biologiczne
nasienia szynszyli hodowlanych (Chinchilla lanigera). 2019.

Wydawnictwo Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie.
Recenzenci:

Dr hab. Andrzej Jakubczak, prof. UP,
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

Dr hab. Dorota Banaszewska, prof. UP-H,
Uniwersytet Przyrodniczo-Humanistyczny w Siedlcach

Omowienie celu naukowego w/w pracy i osiagni¢tych wynikow oraz ich
ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Hodowla fermowa szynszyli w Polsce ma juz ponad szesc¢dziesigcioletnig tradycje.

Nasz kraj nalezy do grupy najwickszych $wiatowych producentéw skoér tych zwierzat.

Jednak, wyniki rozrodu na fermach wskazujg na niepetlne wykorzystanie ich potencjatu

rozrodczego. Samice szynszyli sa zwierzetami niskoplennymi o stosunkowo dlugim okresie

cigzy.

Stad tez wprowadzenie do stada samcoOw nieplodnych lub o obnizonej ptodnosci

skutkuje negatywnymi konsekwencjami, szczegdlnie przy powszechnie stosowanym na

fermach poligamicznym systemie krycia. Celowym staje si¢ zatem ostra selekcja, nie tylko

pod katem wartosci hodowlanej, ale réwniez ptodnosci samcoéw szynszyli fermowych. Na
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taka konieczno$¢ zwracali juz uwage Jarosz [1993] oraz Szatkowska i in. [1996], ktorzy
ptodnos¢ samcoéw uwazali za istotny czynnik selekcyjny przy ich wyborze do rozptodu.

Pierwsze doniesienia o parametrach biologicznych nasienia szynszyli oparte byly na
badaniach prowadzonych przez Weir [1966, 1967], Healey i Weir [1967] oraz Calderon-
Fernandez [1976]. Po raz pierwszy elektroejakulacje do uzyskiwania nasienia od szynszyli
zastosowali Dalziel i Phillips [1948] nastepnie Hillemann i in. [1963]. Badania te prowadzili
jednak na zwierzetach, ktére utrzymywane byly w warunkach zblizonych do srodowiska
naturalnego. Dopiero Carrascosa i in. [2001] oraz Ponzio i in. [2007] dopracowywali metode
pozyskiwania nasienia oraz skupili si¢ nad jego konserwacja w stanie plynnym. Zaznaczy¢
jednak nalezy, ze pierwsze proby konserwacji nasienia szynszyli w niskich temperaturach
przeprowadzili juz na przetomie lat 60-tych i 70-tyc XX wieku Healey [1969] oraz Healey i
Weir [1970] okreslajac wpltyw tego procesu na ultrastrukture plemnikéw. Barnabe i in. [1994]
opracowali lub zmodyfikowali rozcienczalniki przydatne do kriokonserwacji nasienia
szynszyli. Natomiast Ponce i in. [1998b] wykazali, ze elektroejakulacja moze by¢ metoda
pozyskiwania ejakulatow o wysokich parametrach biologicznych. W kolejnych latach te
badania kontynuowali Ponce i in. [1998a], Ponzio i in. [2007] oraz Ponzio i in. [2008].
Wszyscy wyzej cytowani autorzy stosowali jednak elektroejakulacje bez wczesniej
wykonanej analgezji. Dopiero Busso i in. [2005a] zastosowali ketamine do wczesniejsze]
premedykacji zwierzat. Wykazali jednak, ze wptywa ona negatywnie na jej skutecznos¢ i na
objetos¢ pozyskanego nasienia. Ponce i in. [1998a], Woolley [2003] oraz Gramajo-Biihler i
in. [2016] prowadzili natomiast badania na plemnikach pozyskanych z najadrzy poprzez ich
punkeje

Czeste pobieranie nasienia za pomocg elektroejakulacji moze wplywac na pogorszenie
si¢ parametréw nasienia. Ponzio i in. [2011] pobierajac nasienie raz w tygodniu wykazali, ze
aktywno$¢ a-glukozydazy obojetne] (wyznacznika funkcjonowania najadrza) moze jedynie
ulega¢ wahaniom, a obnizeniu moze podlega¢ masa ciata zwierzat i to na poczatku cyklu.

Rozwojowe 1 wzrostowe zmiany strukturalne jader zwigzane z uzyskiwaniem
dojrzatosci piciowej okreslali Leal i Franga [2008]. Autorzy ci kontynuowali te badania w
nastepnych latach okreslajac efektywnos$¢ komorek Sertoliego i dzienng produkcje
plemnikéw [Leal 1 Franga 2009]. Pomiarami morfometrycznymi komoérek Leydiga zajmowali
si¢ natomiast Surmacki i in. [2011], a uzyskane wyniki wykazaty, ze pomi¢dzy sezonami o
obnizonej i podwyzszonej aktywnosci plciowej istnieja wyrazne roznice w wielkosci,

powierzchni oraz objetosci tych komorek oraz ich jader.
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Przedmiotem badan byta rowniez morfometria czesci sktadowych uktadu rozrodczego
samcOw szynszyli. Adaro i in. [1999] okreslajac indeksy gonado-somatyczne, stwierdzili, ze
wystepuja istotne réznice pomigdzy tymi indeksami w roznych porach roku. Badania te
kontynuowali Cepeda i in. [1999], Ordstegui i in. [2000], Cepeda i in. [2006] oraz Gramajo-
Biihler i in. [2016].

Pozyskiwanie nasienia za pomocag elektroejakulacji bez znieczulenia stosowano u
innych gatunkéw dosé rzadko. Ten sposdb wykorzystano u pancernika szesciopasmowego w
jednym z brazylijskich ogrodow zoologicznych [Serafim i in. 2010], a ostatnio u koztow w
Urugwaju [Abril-Sanchez i in. 2017]. U samcéw innych gatunkéw zwierzat domowych
stosowano jednak premedykacj¢ przed tym zabiegiem. Podawano na przyktad medetomidyne
jako $rodek znieczulajacy i uspokajajacy u kotow [Zambelli i in. 2008] lub laczono ja z
ketaming [Nowotny i in. 2015]. Natomiast nasienie od lam pobierano po ich uspokojeniu i
znieczuleniu ketaming i ksylazyna [Giuliano i in. 2008]. U zwierzat dzikich jest wrecz
niemozliwe pobranie nasienia bez wczesnej narkozy. Stosowano ksylazyne z: etorfing u
bawotow afrykanskich [Brown i in. 1991], karfentanylem u bawolcéw [Metrione i in. 2008],
ketaming u leniwcow [Peres i in. 2008] czy tez medetomidyng u Iwéw [Lueders i in. 2012].

Zgodnie z przepisami Unii Europejskiej stosowanie elektroejakulacji u zwierzat
gospodarskich nie jest mozliwe, bez wczesniejszej odpowiedniej analgezji i sedacji. Aby taka
ocen¢ przeprowadzi¢ przyzyciowo istnieje potrzeba dobrania optymalnych preparatow
farmakologiczne stosowanych w neuroleptoanalgezji przed elektroejakulacja tak, aby byla
ona skuteczna, bezpieczna i ograniczajaca stres, pozwalajac jednoczesnie na uzyskanie od
samcOw nutrii nasienia, ktore nie bedzie koagulowac [Szeleszczuk 1999].

Badania prowadzone na spokrewnionych z szynszylami $§winkach morskich [Moor
i in. 1986] i wiskaczach [Morale i Cavicchia 1993] wykazaly, ze u samcow tych gatunkow
wystepuja sezonowe zmiany w aktywnosci spermatogennej jader. Wedlug Gromadzkiej-
Ostrowskiej [1998] analogiczne zjawisko wystepuje tez u szynszyli, chociaz moze by¢ ono
niwelowane pod wplywem dlugoletniej hodowli. Na polskich fermach wyrdznia si¢ dwa
okresy o réznej aktywnosci rozptodowej samic [Szeleszczuk i in. 2017]. Mozna zatem
przypuszczaé, ze taka sezonowa zmiennoscig parametréw nasienia charakteryzuja si¢ tez
samce szynszyli. Wspomniana sezonowos$¢ wplywa rowniez na sklad biochemiczny plazmy
nasienia i wydzielin dodatkowych gruczoléw piciowych.

Szynszyle naleza do zwierzat dlugowiecznych, ktéore w hodowli moga byé
uzytkowane rozplodowo przez dhuzszy okres czasu [Seremak i Sulik 2004]. Z tego tez

wzgledu interesujacym i1 szczegdlnie waznym dla praktyki fermowej zagadnieniem bytoby
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sprawdzenie jakosci nasienia samcoéw w roznym wieku, jak rowniez uzyskanie odpowiedzi na
pytanie jak dlugo zasadne jest utrzymywanie samcow rozptodowych. Na polskich fermach
obserwuje si¢ wyrazne zrdznicowanie czestotliwosci i liczby wykotow w poszczegdlnych
miesigcach. Przektada si¢ to oczywiscie na intensywnos¢ kry¢, ale skutkuje réwniez tym, ze
mlode samce dojrzatos¢ plciowa uzyskuja w réznych porach roku. Interesujacym bytoby
okreslenie wptywu pory roku na parametry nasienia samcéw w zaleznosci od pory roku, w
ktérej nastepuje uzyskanie dojrzatosci rozrodczej, to jest wieku 8-9 miesiecy oraz na ich

zdolnosci rozptodowe.

Dlatego celem podjetych badan bylo okreslenie wplywu:

» pory roku i dlugosci uzytkowania rozplodowego samcéw na parametry biologiczne
nasienia oraz aktywnos$¢ wybranych enzymow plemnikowych i plazmy nasienia,

» wieku uzyskania dojrzatosci rozptodowej w zaleznosci od pory roku, na parametry
nasienia mtodych samcoéw

» okresu aktywnosci rozptodowej i wieku samcodw na poziomy wybranych sktadnikéw

biochemicznych i mineralnych plazmy nasienia oraz wydzielin gruczoléw piciowych

Material i metody

Wszystkie badania zostaly wykonane za zgoda [ Lokalnej Komisji Etycznej
w Krakowie w ramach wlasnego projektu badawczego (Nr N311 297235) pt. ,, Wplyw wieku i
pory roku na morfologiczne i funkcjonalne zmiany plemnikéw oraz aktywnosé sekrecyjng
dodatkowych gruczotow pitciowych u szynszyli hodowlanych (Chinchilla lanigera)”.

Badania zostaly wykonane w latach 2007-2016 na nasieniu pozyskanym od 80
samcOw szynszyli hodowlanej w wieku od 8 miesigca do 9 roku zycia, w zaleznosci od etapu
badan. Na podstawie wczesniejszych badan wykonanych w ramach wiasnego projektu
badawczego zastosowano premedykacje skladajaca sie z ketaminy i ksylazyny. Okreslajac
wptyw pory roku (w tym okresow o réznej aktywnosci rozplodowej) i wieku samcow na
parametry nasienia, badania wykonano na ejakulatach pobranych od 60 samcéw w trzech
grupach wiekowych:

» Grupa I — samce (18 sztuk) w I roku uzytkowania rozptodowego,
» Grupa II — samce (24 sztuk) od 2 do konca 5 roku uzytkowania rozptodowego,
» Grupa III — samce (18 sztuk) od 6 roku uzytkowania rozptodowego.
Wplyw pory roku na parametry nasienia mtodych zwierzat, okreslano na ejakulatach

pobranych od 31 dojrzatych plciowo samcow, ktore wiek 8-9 miesiecy zycia osiggnely w
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poszczegdlnych porach roku oraz okresach aktywnosci rozptodowej podwyzszonej (OPAR) i
obnizonej (OOAR).

Oceny makro- i mikroskopowej ejakulatéw dokonywano wedtug ogdlnie przyjetych
zasad [Bielanski 1977], ale zmodyfikowana metoda dostosowang do oceny nasienia szynszyli.
W nasieniu oznaczono rowniez aktywnosé: akrosyny metoda Kennedy’ego i in. [1989],
aminotransferazy asparaginowej (AspAT), dehydrogenazy mleczanowej (LDH) i fosfatazy
zasadowej (ALP) metodami kinetycznymi z wykorzystaniem gotowych zestawow
biochemicznych (P.H.P.U ALLMED, Krakow, Polska).

Oznaczenia poziomdw: biatka catkowitego, albumin, glukozy, triacylogliceroli,
cholesterolu, wapnia, magnezu, potasu, sodu i zelaza w plazmie nasienia i wydzielinach
gruczotow plciowych wykonano na analizatorze biochemicznym COBAS INTEGRA 400
plus Firmy ROCHE. Poziom fruktozy oznaczano metoda Manna, a kwasu cytrynowego
metoda Specka w modyfikacji Manna [Strzezek i Wotos 2001]. Profil kwaséw thuszczowych

plazmy nasienia oznaczono zmodyfikowang metoda Folcha i in. [1975].

Wyniki

Efektywnos¢ elektroejakulacji w analgezji i sedacji ksylazyng i ketaming, wyniosta
$rednio 50%. Najwyzsza uzyskano wiosng, a najnizsza jesienig. W okresie podwyzszonej
aktywnosci rozptodowej (OPAR) skutecznos¢ pozyskiwania nasienia byla wyraznie wyzsza
od efektywnosci w okresie obnizonej aktywnosci rozptodowej (OOAR). Ocenie poddano
tacznie 140 ejakulatow.

Test niezaleznosci y° nie wykazal istotnych roznic, w procentowym udziale
poszczegbdlnych klas barwy 1 konsystencji nasienia w obrebie poér roku, ale najmniej
ejakulatow najlepszej barwie biatej i konsystencji $mietany stwierdzono jesienig podobnie jak
w okresie obnizonej aktywno$ci rozptodowej. Obserwowano wyrazne zroéznicowanie
objetosci ejakulatow w poszczegolnych porach roku. Najwieksze objetosciowo ejakulaty
uzyskano wiosng i w OPAR.

Najwyzsza koncentracje plemnikéw w pozyskanym nasieniu obserwowano latem, ale
nie roznila si¢ ona istotnie w nasieniu pozyskanym zima i na wiosne. Najnizsza jesienna
koncentracja i mala objetos¢ ejakulatow w tym okresie oznaczaly czterokrotnie nizsza
calkowitg liczbe plemnikow w ejakulacie, najwyzsza natomiast stwierdzono w nasieniu
pozyskanym wiosnag. Dwukrotnie wyzsza calkowita liczbg plemnikow w  ejakulacie

obserwowano w OPAR niz w OOAR. We wszystkich porach roku i w obu okresach
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aktywnosci rozptodowe] obserwowano wyrownang liczbe plemnikéw ruchliwych i o ruchu
postepowym.

Najwyzszy odsetek plemnikow o budowie prawidlowej obserwowano w OPAR oraz
wiosng i zimg. W tej ostatniej porze roku stwierdzono najmniej plemnikéw zmienionych
pierwotnie. Najwigcej plemnikow zmienionych wtérnie obserwowano w OOAR oraz jesienia,
w ktorej dominowaty plemniki z protoplazmatyczng kropla ze zmienionym akrosomem.

W pozyskanym od samcoéw szynszyli nasieniu najnizszg aktywno$¢ akrosyny
obserwowano jesienig. Najnizsza aktywno$¢ AspAT natomiast obserwowano na wiosng.
Najwyzsze aktywnosci LDH i ALP stwierdzono latem, natomiast w OPAR wyzsza byta tylko
aktywnos¢ akrosyny.

Odnoszac aktywnosci oznaczanych enzymoéw do okreslonej liczby 10° plemnikow,
stwierdzono, ze aktywnos$¢ akrosyny byla wyzsza wiosng niz w pozostalych porach roku.
O potowe nizsza jej aktywnos$¢ obserwowano jesienig. Z kolei aktywnos$é¢ AspAT i LDH
wiosng byly najnizsze. Najwyzsza aktywnos¢ AspAT obserwowano w nasieniu pozyskanym
latem. Natomiast aktywnosci ALP we wszystkich porach roku byty poréwnywalne. W OPAR
aktywno$¢ akrosyny byla wyzsza od jej aktywnosci w OOAR. Natomiast aktywnosci LDH
oraz AspAT w tym okresie byty nizsze.

Samce w pierwszym roku uzytkowania rozptodowego charakteryzowaly si¢ nieco
stabszymi parametrami makroskopowej oceny nasienia. Ejakulaty samcow powyzej drugiego
roku uzytkowania rozptodowego nie odbiegaly od siebie barwa i konsystencja. Objetos¢
nasienia samcéw w kolejnych latach uzytkowania rozptodowego nieistotnie si¢ obnizala.
Podobnie nieistotnie obnizata si¢ calkowita liczba plemnikow w ejakulacie. Pozostate
parametry oceny mikroskopowej i morfologicznej plemnikow nie réznity sie w kolejnych
latach uzytkowania rozplodowego samcoéw szynszyli.

Najwyzsza aktywnos¢ akrosyny obserwowano w nasieniu samcoOw najmiodszych
w pierwszym roku uzytkowania rozptodowego a najnizsza w ejakulatach samcow
najstarszych powyzej szostego roku uzytkowania. Aktywnosci AspAT i LDH wzrosty od
drugiego roku uzytkowania, natomiast aktywno$¢ ALP wyraznie si¢ obnizyta w nasieniu
samcow od 6 roku uzytkowania.

Odnoszac aktywnosci oznaczanych enzyméw do okreslonej liczby 10° plemnikow,
dhlugo$¢ uzytkowania rozptodowego samcéw nie spowodowata zmian aktywnosci akrosyny.
Aktywnosci AspAT i LDH wzrastaly od drugiego roku uzytkowania, natomiast aktywnos¢

ALP w nasieniu samcow od szostego roku uzytkowania wyraznie sie¢ obnizyta.
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Przeprowadzono 62 préby pobierania nasienia od 8-9 miesigcznych samcow,
w ktorych uzyskano 35 ejakulatéw o zréznicowanych parametrach biologicznych. Prawie
trzykrotnie wyzsza efektywnos$¢ metody osiagnieto u zwierzat, ktore osiagnely dojrzatosé
rozrodcza na wiosng niz w jesieni. Analogicznie w OPAR skuteczno$¢ metody byla prawie
dwukrotnie wyzsza niz w OOAR.

Najwigkszy udziat ejakulatéw o barwie bialej i konsystencji $mietany u 8-9
miesiecznych samcow obserwowany wiosng. W OOAR dominowaly ejakulaty o szaro-bialym
zabarwieniem i konsystencji mlecznej. Najwicksze objetosci ejakulatéw stwierdzono wiosna,
a najmniejsze latem. Podobnie w OPAR uzyskano wigksze objetosciowo ejakulaty niz
w OOAR. Obserwowano duze wahania koncentracji i catkowitej liczby plemnikéw
w ejakulacie, ktoérych latem z powodu zbyt matej objetosci pozyskanego nasienia nie
okreslono, podobnie jak nie oznaczono aktywnosci enzymoéw. Natomiast wyzsza koncentracje
plemnikéw w nasieniu 8-9 miesiecznych samcow stwierdzono w OPAR.

Latem odsetek plemnikow ruchliwych byt drastycznie niski w poréwnaniu do ich
ruchliwosci w innych porach roku. Analogicznie w OPAR stwierdzono dwukrotnie wigcej
ruchliwych plemnikéw niz OOAR. W okresie lata podobnie jak w OOAR najczesciej
obserwowano od 20 do 40% plemnikéw o ruchu postepowym.

Udzial plemnikow o budowie prawidlowej byl wyraznie wyzszy w OPAR niz
w pozostatym okresie. Udzial plemnikow z wadami pierwotnymi byt wyzszy latem.
Dominowaly wéwczas plemniki z niedorozwinigta witka oraz ich nieuksztaltowane formy.
Plemnikow wtornie uszkodzonych bylo wiecej w nasieniu 8-9 miesigcznych samcow
w OOAR.

Najwyzsza aktywnos$¢ akrosyny w ejakulatach 8-9 miesiecznych samcoéw
obserwowano zawsze wiosna. Najnizsze aktywnosci akrosyny, AspAT i LDH w nasieniu tych
zwierzat odnotowano jesienig i w OOAR.

Obserwowano wahania w zawartosci wybranych sktadnikéw biochemicznych
w plazmie nasienia szynszyli. Stwierdzono wyrazny wplyw pory roku na stezenie
triacylogliceroli, ktérych poziom byl nizszy jesienig. Podziat roku na dwa okresy wyraznie
wykazal, ze w OOAR mniej bylo wszystkich oznaczanych sktadnikéw biochemicznych, za
wyjatkiem kwasu cytrynowego. Tylko na stezenie sodu i zelaza w plazmie nasienia szynszyli
pory roku i okresy aktywnosci rozptodowej nie miaty wplywu. Najnizsze poziomy wapnia,
magnezu oraz potasu stwierdzono latem i w OOAR. Wiek oraz dtugos¢ uzytkowania samcow
nie wplynely istotnie na zmiany poziomow sktadnikow biochemicznych i mineralnych

w plazmie nasienia pozyskanego od doswiadczalnych szynszyli. Analiza wykazata, ze 85%
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kwasow tluszczowych w nasieniu szynszyli stanowily kwasy: oleinowy, palmitynowy,
stearynowy i linolowy.

W wydzielinach jader samcow od drugiego roku uzytkowania rozplodowego
stwierdzono wzrost poziomu trdjglicerydow. Podobnie w wydzielinach najadrzy i gruczotu
krokowego stezenie tego skladnika w tej grupie zwierzat bylo wyzsze. Ponadto w OPAR
w wydzielinach najadrzy obserwowano wyzsze poziomy wapnia i magnezu.

Poziomy biatek i albumin oraz wapnia, magnezu i potasu w wydzielinach gruczoléw
pecherzykowych byly nizsze w OOAR. W wydzielinach pozyskanych z gruczoléw
opuszkowo-cewkowych stwierdzono wyzsze stezenie glukozy w pierwszym roku
uzytkowania rozptodowego oraz wyzszy poziom zelaza w OPAR.

Nie stwierdzono wplywu okresu aktywnosci rozptodowej i wieku zwierzat na
zawarto$¢ fruktozy i kwasu cytrynowego w wydzielinach jader oraz najadrzy samcow
szynszyli. Wyraznie wyzszy poziom fruktozy obserwowano w pozyskanych wydzielinach
gruczotow pecherzykowych w OPAR. Natomiast w tym okresie wyzszy byl poziom kwasu
cytrynowego w wydzielinach gruczotu krokowego. Kwasu cytrynowego byto réwniez wigcej
w wydzielinach gruczotéw opuszkowo-cewkowych szynszyli, ale tylko w pierwszym roku
uzytkowania rozptodowego.

Podsumowujac wyniki przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze stosowanie
znieczulenia infuzyjnego preparatami ketaminy i ksylazyny w jednej iniekcji domig$niowe;j
u samcow szynszyli pozwala uzyska¢ zadowalajacy wynik elektroejakulacji, natomiast
optymalnym okresem do jej wykonania byla wiosna oraz zima szczegdlnie u zwierzat
mtodych.

Zmienne w poszczegdlnych porach roku parametry nasienia, wyraznie nizsze ich
wartosci w ocenie makro i mikroskopowej jesienia, wyzsze aktywnosci AspAT i LDH
w okresie letnio-jesiennym i wyzsza aktywno$¢ akrosyny wiosng i zimg pozwalajg stwierdzié,
7e u samcOw obserwuje si¢ sezonowa zmiennos¢ nasienia.

Nizsze nieistotnie objetosci nasienia i ilosci plemnikow w ejakulatach, ale istotne
obnizone aktywnosci akrosyny i ALP oraz podwyzszona aktywnos$¢ AspAT w plazmie
nasienia sugeruja, ze dluzsze niz sze$¢ lat uzytkowanie rozptodowe samcow nie jest
wskazane.

Pelng zdolno$¢ reprodukcyjng uzyskaly samce, ktore dojrzato$¢ rozptodowa i wiek 8—
9 miesiecy, osiggnety w zimie 1 na wiosng. Natomiast samce urodzone w okresie od wrzesnia
do grudnia, ktére wiek 8-9 miesiecy uzyskaly w okresie letnim takiej zdolnos$¢ rozptodowe;j

jeszcze nie osiagnety. Zatem nie powinny by¢é w tym wieku taczone z samicami.
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Celowym wydaje si¢ kontynuowanie badan nad poprawa efektywnosci pozyskiwania

nasienia od samcoéw szynszyli fermowe;.
5. Omoéwienie pozostalych osiggni¢é naukowo — badawczych

Dziatalno$¢ naukowo-badawcza rozpoczatem od badan nad rozrodem jenotdéw jednego
z popularnych hodowlanych zwierzat futerkowych. Prace magisterska pt. ,,Ocena ptodnosci
samcOw jenotoOw na podstawie zmian wielkosci i1 konsystencji jader oraz przebiegu
spermatogenezy” wykonatem pod kierunkiem dr Olgi Szeleszczuk w owczesnej Katedrze
Hodowli Zwierzat Futerkowych. Od tego momentu moja dziatalno$¢ naukowa skupita si¢ na
zagadnieniach zwigzanych z wplywem czynnikow genetycznych i $rodowiskowych na
rozrod, zdrowotno$¢ oraz jakos¢ produktéw pozyskiwanych od migsozernych (skory) i

roslinozernych (mieso) zwierzat futerkowych.

Od poczatku mojego zatrudnienia w Katedrze Hodowli Zwierzat Futerkowych
Akademii Rolniczej w Krakowie, tj. od listopada 1991 roku uczestniczylem czynnie w
badaniach prowadzonych w Katedrze, a dotyczacych problematyki zwigzanej z chowem i
hodowla zwierzat futerkowych. Efektem tego zaangazowania byto wspdtautorstwo w pracach
opublikowanych w czasopismach naukowych oraz w doniesieniach prezentowanych na

miedzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych.

Wyniki badan przed uzyskaniem stopnia doktora przedstawiono w pracach: B.1, B.2,

B.3, B4, B.5, B.6,B.7,B.8, C.1,C.2. C.3,C4,C.S5,C.6,C.7,C.8

W ramach badan prowadzonych w Katedrze analizowano zmiany rozwojowe jader
jenotow hodowlanych w okresie od odsadzenia do uzyskania dojrzalosci ptciowej. Okreslano
zmiany wielkos$ci jader i najadrzy oraz poziomu testosteronu w surowicy krwi. W badaniach
histologicznych okreslono $rednice kanalikow nasiennych jader i przewodu najadrzy jak
réwniez indeksy spermatogenne. Zmiany wartosci wszystkich parametrow byly dodatnio
skorelowane z poziomem testosteronu, ktory maksymalne stezenie w surowicy krwi osiggnat
w styczniu. Takze w styczniu pozostale badane parametry uzyskiwaty wysokie wartosci, za
wyjatkiem indeksu spermatogennego osiggajacego warto$¢ maksymalng miesigc wczesniej

(B.1, C.1).

Wspdlpraca z pracownikami CSHZ oraz fermami zaowocowala publikacjami
poruszajacymi tematyke zdrowia fermowych zwierzat. Celem tych badan byla, migdzy

innymi, ocena stanu zdrowotnego tchorzy hodowlanych w wybranych fermach ze
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szczegolnym uwzglednieniem wystepowania plazmocytozy (choroby aleuckiej) u norek,
nalezacych do tej samej rodziny zwierzat tasicowatych. Badania sekcyjne wykazaly, ze
prawie u 64% tchorzy, u ktérych wystapity problemy z rozrodem, stwierdzono gruzlice,
zmiany zapalne watroby, obrzek $ledziony czy tez stany zapalne nerek. Nalezy podkresli¢, ze
u 2,3% tchorzy fermowych zdiagnozowano chorobg aleucka potwierdzong swoistym testem

CIEP (B.2).

Prowadzac dalsze badania terenowe okreslono parazytofaung przewodu pokarmowego
szynszyli na wybranych fermach poludniowej Polski. Badania wykazaty, ze wiosng od 60 do
prawie 90% przebadanych zwierzat bylo nosicielami pasozytdw, natomiast jesienig udziat
zarazonych zwierzat byl nizszy i wahat si¢ od 20 do 70% osobnikéw. W przewodzie
pokarmowym wykryto pasozyty jelitowe z rodzaju: Eimeria, Trichiuris i Trichostrongylus sp.

(B.3).

Celem kolejnych badan bylo okreslenie poziomu metali ciezkich (Co, Cu, Mn, Zn, Cd,
Fe i Pb) w nerkach, watrobie i §ledzionie fermowych liséw polarnych. Wykazano, ze poziom
Zn i Fe w narzadach wewnetrznych lisoéw polarnych byl nawet kilkakrotnie wyzszy niz w

analogicznych narzadach norek czy lisow pospolitych (B.4).

Podjeto rdwniez probe okreslenia przyczyn spadku ptodnosci 1 plennosci samic lisow
polarnych w polskich fermach. W jednej z badanych ferm wskaznik samic pokrytych wyniost
tylko 36,5%, a $rednia liczba szczenigt odchowanych z miotu nie przekroczyla nawet jednej
sztuki. Badania te wykazaly, ze obnizenie plennosci liséw polarnych moglo byé
spowodowane negatywna korelacja pomiedzy cechami okrywy wilosowej a cechami
reprodukcyjnymi. Wykazana wysoka smiertelnos¢ szczenigt w okresie do odsadzenia, mogta
by¢ spowodowana stwierdzong inwazja pasozytow przewodu pokarmowego, wzglednie

anemia samic stada podstawowego (B.5, C.2, C.4).

Okreslano rowniez spermatogenng i steroidogenng aktywnos$¢ jader samcow nutrii w
zalezno$ci od pory roku w trzech grupach wiekowych (4, 6 i 10 miesigcy zycia). W okresie od
wrzesnia do lutego, czyli w okresie zwigkszonej aktywnosci rozrodczej, niezaleznie od grupy
wiekowej, w jadrach samcoéw obserwowano wyrazny wzrost aktywnosci dehydrogenazy

AS53[ hydroksysteroidowej oraz indeksu spermatogennego (C.3).

Celem nastepnych badan bylo okreslenie tempa wzrostu nutrii hodowlanych od
urodzenia do odsadzenia w zaleznosci od terminu urodzenia i liczebnosci miotu. Najlepsze

wyniki odchowu mtodych nutrii uzyskiwano, gdy masa ciala noworodkéw miescita si¢ w
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przedziale 190 a 270 g. Noworodki z masg ciala ponizej 150 g byty najczesciej niezdolne do
przezycia, natomiast ciezsze, powyzej 450 g czesto gingly podczas porodu. Wigksza mase
ciata mialy noworodki z mniej liczebnych miotow, urodzone w okresie zimowym oraz samce.

Przy odsadzeniu takich réznic juz nie stwierdzono (C.5).

Analizie poddano rowniez zawarto$¢ sktadnikéw mineralnych w okrywie wlosowej
samic nutrii w zaleznosci od ich stanu fizjologicznego. Wykazano, ze w okrywie wlosowej
najwiecej bylo wapnia, a najmniej kadmu. Zawarto$¢ pozostatych pierwiastkow ukladata si¢
malejgco w nastepujacy szereg: magnez, potas, sod, zelazo, cynk, miedz, mangan, kobalt i
oléw. Jedynie na poziom cynku nie wplynat stan fizjologiczny samic i miejsce pobrania
okrywy do analizy. Na poziom wapnia, zelaza, magnezu i1 kobaltu istotny wplyw miato
miejsce pobrania wlosa. Wyraznie wyzsze byly poziomy: wapnia, potasu, sodu, zelaza i

manganu w dniu porodu niz przed pokryciem samicy i po odsadzeniu potomstwa (B.6).

Dla poprawy wielkosci zwierzat i parametréw okrywy wlosowej utrzymywanych w
Polsce lisow polarnych zaimportowano z Finlandii odmiane lisow okreslanych jako ,,gigant™.
Po kilku latach dokonano analizy wptywu zakupionej stawki zwierzat na wyniki rozplodu
lisow utrzymywanych w polskich hodowlach. Wykazano, ze zwierzeta wprowadzone do
hodowli oraz ich krzyzéwki z polskimi lisami, cechowaty sie¢ lepszymi wynikami rozplodu
niz zwierzeta rodzime, wskazywalo na dobrg aklimatyzacje 1 adaptacje zwierzat
importowanych do nowych warunkéw chowu. Ponadto uzyskane wieksze skory przyczynity

si¢ do poprawy rentownosci hodowli, umozliwiajac przetrwanie kryzysu na rynku futrzarskim

(C.6).

W ramach badan s$rodowiskowych okreslano warunki zoohigieniczne panujace w
katedralnej fermie nutrii w Rzasce. Wigkszo$¢ parametréw mikroklimatycznych w budynku
inwentarskim miescita si¢ w granicach norm zoohigienicznych dla tego typu pomieszczen.
Okreslono rowniez wplyw fermy nutrii na otaczajace Srodowisko zewnetrzne. Wszystkie
wyizolowane bakterie 1 grzyby byly saprofitami. Nie wyizolowano patogennych pateczek 1
gronkowcow. Mikrobiologiczna analiza wody z ujecia lezacego w poblizu hodowli réwniez
nie wykazata obecnosci patogennych mikroorganizméw i woda uzyskata I klasg czystosci.
Zwierzeta byly w dobrej kondycji zdrowotnej i rozptodowej, co oznaczato, ze w budynku
inwentarskim stworzono korzystne sSrodowisko hodowlane odpowiadajace wymaganiom

nutrii (B.7, B.8, C.7).
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Od czasu odkrycia polimorfizmu genetycznego u zwierzat zainteresowanie
naukowcow i praktykéw skoncentrowato si¢ na mozliwosciach jego powiazania z cechami
produkcyjnymi  oraz zdolnosciami  przystosowawczymi zwierzat do  warunkow
srodowiskowych. Wiedza ta moze da¢ podstawy do doktadniejszej i wezesniejszej selekeji

zwierzat pod wzgledem roznych cech produkcyjnych.

Badania wlasne rozpoczgto od oceny morfologii chromosomoéw u nutrii odmiany
standardowej i grenlandzkiej oraz ich mieszancow. Chromosomy te wykazuja specyficzny i
charakterystyczny dla tego gatunku wuklad prazkow C, ilustrujacy wystepowanie
konstytutywnej heterochromatyny. Wzor rozmieszczenia prazkéw C u wszystkich badanych
sztuk nutrii byt identyczny, co pozwolilo na stwierdzenie, ze u tego gatunku istnieje wysoko

specyficzny wzor C prazkow (C.8).

W 2003 roku obronitem prace doktorska pt. ,, Wtasciwosci biologiczne i biochemiczne
oraz przydatno$¢ do mrozenia nasienia jenotéw hodowlanych (Nyctereutes procyonoides
Gray) wykonang pod kierunkiem dr hab. Olgi Szeleszczuk. W ramach rozprawy doktorskie;j,
droga prob i bledow opracowano wlasng metode pozyskiwania nasienia. Przeprowadzono
rébwniez wstepng 1 szczegdélowa oceng pobranego nasienia. Pelnowartosciowe ejakulaty
uzyskiwano poczynajac od trzeciej dekady lutego do konca marca, dwa lub trzy razy w
tygodniu w godzinach rannych. Wybrane prébki poddawano konserwacji w niskich
temperaturach trzema metodami. W metodzie I krioprotektor (glicerol) dodawano po
schtodzeniu nasienia w temperaturze +4°C. W metodzie II dodawano go od poczatku
rozrzedzania to jest w +37°C. W obu wymienionych metodach wykorzystano rozcienczalniki
zawierajace w swoim skladzie EDTA z r6znym udzialem glicerolu. W metodzie III obnizono
temperature konserwacji z +37°C do temperatury pokojowej, oraz zastosowano
rozcienczalniki zawierajace TRIS, roznigce si¢ skladem i1 udzialem krioprotektorta, ktory

dodawano podobnie jak w metodzie II.

Wyniki badan przeprowadzonych w ramach dysertacji doktorskiej przedstawiono w

pracach: B.9, B.10, B.13, B.18, C.9, C.10, C.12

Prowadzac badania nad nasieniem jenotow hodowlanych zastosowano dwie metody
pozyskiwania ejakulatow: manualng i elektroejakulacje. Elektroejakulacja, mimo wyraznie
wiekszej objetosci ejakulatdow ze wzgledu na wyraznie nizsza efektywnos$¢ oraz znacznie
gorsze makroskopowe oraz mikroskopowe parametry pozyskanego nasienia, okazala sig¢

metoda niewskazang dla jenotéw. Nasienie czesto zawieralo w swoim sktadzie mocz.
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Kontynuowano badania i dopracowano metode manualng pobierania nasienia. Wzrosta
objetos¢ pozyskanych ejakulatéw a parametry makro- i mikroskopowe nasienia znacznie si¢

poprawity pomimo nieco nizszej koncentracji plemnikéw (B.9, B.10).

Podjeto badania nad opracowaniem metod (z jedno- i dwustopniowa ekwilibracja)
konserwacji nasienia jenotow hodowlanych w niskich temperaturach. Wyraznie wyzszy
udzial plemnikéw ruchliwych po rozmrozeniu, wskazywal metode z zastosowaniem
jednostopniowe]j ekwilibracja, jako bardziej przydatng. Wykazano jednak, ze obie metody
prowadza do zwiekszonego wycieku aminotransferazy asparaginowej do otoczenia
plemnikéw po ich rozmrozeniu. Przy czym ekwilibracja jednostopniowa w wiekszym stopniu
ograniczata ten wyciek i lepiej ochraniata akrosom plemnikéw przed ich uszkadzaniem w
procesie zamrazania/rozmrazania. W jednostopniowej metodzie ekwilibracji aktywnosé
akrosyny byla znacznie wyzsza niz w dwustopniowej. Oceniono rowniez wplyw rdznego
dodatku glicerolu (4%, 6% 1 10%) do rozcienczalnika na wystepowanie uszkodzen
morfologicznych plemnikdéw podczas ich konserwacji w niskich temperaturach. Najmniej
przydatnym okazat sie rozcienczalnik z 6% udzialem glicerolu, a najlepszym byt
rozcienczalnik z jego 10% udzialem. Najbardziej wrazliwymi na uszkodzenia okazaly sig¢
akrosomy 1 witki plemnikow. Jednak niska ruchliwos¢ plemnikow po rozmrozeniu
sugerowala, ze rozcienczalnik EDTA jest raczej mniej przydatnym do konserwacji nasienia

samcow tego gatunku w niskich temperaturach (B.13, B.18, C.9, C.12).

W pozyskanym od samcow jenotow nasieniu okreslono réwniez poziom wybranych
sktadnikéw mineralnych. Makroelementy, ze wzgledu na ich zawartos$¢, ulozono je w szereg
od najwigkszego do najmniejszego: Na, P, K i Mn, Mg, a mikroelementy w kolejny szereg:
Zn, Fe i Cu. Poziom Na byt ujemnie skorelowany z poziomami Mg i P, ktéry z kolei byt
dodatnio skorelowany z poziomami Cu i K. Zawarto$¢ K byta dodatnio skorelowana tylko z

zawarto$cig Zn (C.10).

Wyniki badan po uzyskaniu stopnia doktora przedstawiono w pracach: A.1, A.2, A.3,
A4, A5, A6, A7, A8, A9, A.10, A.11, A.12, A.13, B.11, B.12, B.14, B.15, B.16, B.17,
B.19, B.20, B.21, B.22, B.23, B.24, B.25, B.26, B.27, B.28, B.29, B.30, B.31, C.11, C.13,
C.14, C.15, C.16, C.17, M.1, M.2, M.3, M 4, P.6, P.11

Na samcach nutrii z KHZF w Rzasce przeprowadzono badania morfometrii i struktury
uktadu rozrodczego w zaleznosci od wieku i pory roku. Wykazano, ze w okresie

podwyzszonej aktywnosci rozptodowej, narzady uktadu rozrodczego, z wyjatkiem najadrzy,
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byly wigksze i1 cigzsze. Podobnie zmieniata si¢ grubos¢ $cian i Srednica kanalikow nasiennych
jader. Natomiast pora roku nie miata wplywu jedynie na $rednice kanalikow nasiennych

najadrzy (B.11).

Koncentracje makroelementéw (Ca, Mg, Na i K) okreslano réowniez w kosciach,
moézgu, nerkach, watrobie, ptucach, $ledzionie, sercu, miesniach i $cianie zotadkéw oraz
jajnikach i1 jadrach jenotéw hodowlanych. Stwierdzono istotny wplyw plci zwierzat na
poziom tych pierwiastkow w kosciach, nerkach i watrobie. W kosciach samcow stezenia: Ca,
Mg i Na byty wyzsze niz w kosciach samic. Natomiast w nerkach samic stwierdzono wyzszy
poziom: Mg, Na i K. Tylko poziom K w watrobie samic byt wyzszy niz w watrobie samcow.
W jadrach zawsze obserwowano nieistotnie wyzsze poziomy tych pierwiastkéw niz w
jajnikach (A.1). W tych samych narzadach jenotéw hodowlanych okreslono rowniez stezenie
mikroelementéw (Fe, Cu, Zn, Mn). Obserwowano wyzsze poziomy Zn w nerkach i watrobie
a Cu w sercu i migsniach samic w poréwnaniu z samcami. W kosciach samcéw jenotow
hodowlanych wyzsza byta koncentracja Mn, a w ich mdzgach stwierdzono wyzsza zawartos¢

Cu (B.14).

W dalszych badaniach nad rozrodem jenotow fermowych analizie poddano
uzytkowos$¢ rozptodowa samcéw hodowlanych na dwdéch wybranych farmach rézniacych sie
liczebnoscia samic stada podstawowego. Wykazano, ze w hodowli utrzymujacej mniejsza
liczbe samic, samce rozptodowo uzytkowano o rok dtuzej. W hodowli z wieksza liczbg samic,
samce byly bardziej aktywne i prawie dwukrotnie czg$ciej kryly samice, automatycznie
uzyskano po nich wyzsza plenno$é. Najaktywniejsze rozptodowo byly samce w drugim i
trzecim roku, natomiast najwigkszg liczbe szczenigt osiggnieto od nich dopiero w czwartym

roku uzytkowania (B.16, B.17).

Analizie poddano rowniez zaleznosci migdzy wiekiem 1 temperamentem a
wskaznikami rozrodu samic jenotéw hodowlanych w wybranych fermach Polski. Wykazano,
ze wiekszos¢ fermowych samic jenotéw jest ufna i nie wykazuje nadmiernej pobudliwosci.
Brakowanie najbardziej agresywnych zwierzat ze stada podstawowego nie poprawia istotnie
wynikéw reprodukeyjnych, ale moze utatwié¢ obstuge zwierzat oraz poprawi¢ ich dobrostan
(A.4). Uwzgledniajac jednak liczebno$¢ stada podstawowego hodowli, w ktdrej utrzymywano
wigksza liczbg samic jenotéw, znaczny wzrost agresywnosci samic prowadzil jednak do

wyraznego (az trzykrotnego) obnizenia liczby szczeniat odsadzonych (C.14).

Zatqcznik 2 16



Dr inz. Piotr Niedbala Autoreferat

W badaniach prowadzonych w Katedrze Hodowli Zwierzat Futerkowych analize
wynikéw rozrodu rozszerzono na samice lisOw pospolitych: srebrzystych i rodzima mutacje -
lisow biatoszyjnych. Wyniki analizy wykazaly, ze zaréwno u samic srebrzystych i
biatoszyjnych procent samic wykoconych, $rednia wielkos¢ miotu oraz liczba szczeniat
odsadzonych sg zblizone. U samic bialoszyjnych prawie wcale nie obserwowano samic

niepokrytych, ronigcych czy niszczacych swoje mioty (P.6).

Rozpoczeto tez badania nad parametrami biologicznymi nasienia krolikow
krotkowtosych. Stwierdzono, ze nasienie krolikow Castoreks, a szczegdlnie kolorowych
odmian Reksow charakteryzuje si¢ mniejsza objetoscia ejakulatéw, niepozadang barwa i
konsystencja. Charakteryzuje si¢ réwniez znacznie gorszymi parametrami mikroskopowymi,
to jest ruchem plemnikoéw, koncentracja i catkowita ich liczbg w ejakulacie. Ocena
morfologiczna plemnikéw wykazata, ze w nasieniu wszystkich krolikow Castorex

obserwowano zblizone udziaty plemnikéw o budowie prawidtowej (B.12, C.11).

Po raz pierwszy, dokonano szczegotowej analizy morfometrycznej oraz struktury
chromatyny plemnikow lisa srebrzystego z wykorzystaniem trzech technik barwienia
plemnikéw: aniline blue (AB), chromomycin (CMA3) i acridine orange (AO). Zastosowane
techniki umozliwily identyfikacje plemnikéw z nieprawidtowa retencja histonéw. Wykazano,
ze $rednie wartosci parametrow morfometrycznych plemnikéw lisa srebrzystego wynosity
odpowiednio: dlugos¢ i szerokosé gtowki 6,59 um i 4,39 um, obwod gtéwki — 17,98 um, pole
glowki — 21,69 pm?, pole akrosomu — 11,2 pm?, zasieg akrosomu — 51,69%, dtugos¢ wstawki
— 12,84 um, zasieg wstawki 19,72%, dtugos¢ witki — 65,11 um, catkowita dtugos$¢ plemnika —
71,70 pm, indeks eliptycznosci gtowki — 1,51, wydtuzenie gtoéwki — 0,2, pofatdowanie gtowki
— 0,84 i regularno$¢ gléwki — 1,05. Podane wymiary moga postuzyé za wzorzec poprawne;j

budowy plemnikow przy kwalifikacji samcoéw do rozptodu (B.30).

Poniewaz mieszance migdzygatunkowe lisow pospolitych i polarnych sg bezptodne,
nie mozna poroéwnac integralnosci DNA w ich plemnikach z gatunkami rodzicielskimi testem
kometowym (SCGE - single cell gel electrophoresis). Dlatego podjeto badania nad
wykorzystaniem alkalicznego wariantu tego testu do oceny stopnia uszkodzenia DNA, ale w
limfocytach wyizolowanych z pelnej krwi obwodowej. W badaniach wykazano przydatnos¢
tego testu do oceny stopnia uszkodzen struktury DNA w limfocytach bastardow, ktore sa

bardziej podatne na spontaniczne powstawanie tego typu uszkodzen (M.4).

Zatqcznik 2 17



Dr inz. Piotr Niedbala Autoreferat

Test kometowy (SCGE) wykorzystano réwniez w badaniach nad wpltywem 72-
godzinnego przechowywania nasienia lisow polarnych w temperaturze +4°C na integralnosci
DNA plemnikéw. Wykazano, ze po 48 godzinach przetrzymywania nasienia w chtodni
procentowa zawarto$¢ DNA w glowie komety wyraznie si¢ obnizyla, a w ogonie komety
prawie dwukrotnie wzrosta. Ten test okazal si¢ czula i przydatng metoda do oceny
integralnosci DNA plemnikow liséw polarnych. Tym samym moze by¢ wykorzystywany przy

ocenie zdolnosci plemnikoéw do zaptodnienia komoérki jajowej (C.17).

Przedmiotem badan byla rowniez ocena testem kometowym (SCGE) stopnia
uszkodzenia DNA w limfocytach z pelnej krwi obwodowej lisow srebrzystych. Podjeto probe
okreslenia, czy obserwowana zmiana integralnosci materialu genetycznego byla spontaniczna
czy zostala wywolana przez czynniki srodowiska zewnetrznego. Wyzszg zawartos¢ DNA w
ogonie komety jak i wyzszy moment ogonowy zaobserwowano u samcoéw, w pordéwnaniu z
samicami. Stwierdzono rowniez, ze uszkodzenia te mialy wyraznie indukowany charakter i
powstaty pod wplywem obecnego w srodowisku nieokreslonego czynnika genotoksycznego

(P.11).

Test wymiany chromatyd siostrzanych (SCE - sister chromatyd exchange) jest
cytogenetycznym testem biomonitoringowym stuzacym do analizy uszkodzen chromosomu
spowodowanych czynnikami zewnetrznymi. Podjeto badania majace okresli¢ stezenia BrdU
(bromodeoksyurydyny) wplywajace na spontaniczng wymiang chromatyd siostrzanych w
chromosomach pozyskanych z pelnej krwi obwodowej fermowych lisow polarnych i
srebrzystych. Stwierdzono, ze wyzsze stezenia BrdU wywolaly dodatkowe wymiany
fragmentéw chromatyd w obrgbie chromosomu. Lisy polarne charakteryzowaty si¢ ponadto
wieksza liczba centromerowych SCE w stosunku do innych typéw. Nie stwierdzono istotnego
wptywu srodowiska zycia i plci zwierzat na rosnacg czestotliwos¢ SCE u obu gatunkow lisow

(A.12).

W kolejnych badaniach zwrécono uwage na rozmieszczenie rejondw z konstytutywna
heterochromatyng na chromosomach pitci dwdch gatunkéw: nutrii i krélikow. Wyniki
przeprowadzonych badan wykazaty wyrazne podobienstwo w budowie i strukturze (wielkosci
i lokalizacji prazkéw C) na chromosomach Y nutrii i krélikow. Stwierdzone analogie moga
by¢ przydatne w diagnostyce zmian chromosomowych u innych gatunkéw zwierzat

futerkowych lub zwierzat dzikich, ktorych kariotypy sa mniej poznane (B.19).
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W wiekszosci badan dotyczacych kariotypu szynszyli, analiz¢ prowadzono na
chromosomach uzyskanych z hodowli limfocytéw. Podjeto badania, ktérych celem bylo
zwigkszenie liczby mitoz w komorkach pobranych ze szpiku kostnego poprzez wczesniejsze
podanie kolchicyny in vivo. Poréwnujac indeksy mitotyczne uzyskane po podaniu kolchicyny
stwierdzono istotnie wyzszy odsetek dzielacych si¢ komorek w grupie doswiadczalnej

szynszyli (B.22).

Podjeto badania majace na celu modyfikacje wzorca kariotypu szynszyli hodowlane;j.
W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze zwierzeta charakteryzuja sie diploidalng liczba
chromosoméw 2n=64, XX-samice oraz 2n=64, XY-samce, a ich kariotyp sklada sie
wylacznie z chromosomdéw dwuramiennych o lacznej liczbie FN=128. Ponadto okreslono
dhlugosci wzgledne i bezwzgledne dla kazdego chromosomu. Na podstawie uzyskanej
charakterystyki chromosoméw przygotowano i zaproponowano wzorzec prazkow G i C dla
kariotypu szynszyli hodowlanej. Uzyskane wyniki moga by¢ wykorzystane w diagnostyce
cytogenetycznej zaburzen reprodukcyjnych u szynszyli, przy selekcji zwierzat hodowlanych,

a takze mogg stanowi¢ przydatne narzedzie przy mapowania genomu tego gatunku (A.6).

Przedmiotem dalszych badan nad rozrodem szynszyli byto okreslenie przydatnosci
dwdch komercyjnych i dwdch laboratoryjnych rozcienczalnikéw do konserwacji nasieniu w
stanie plynnym w +4°C przez 72 godziny. W oparciu o test kometowy SCGE okreslono
réwniez ich wplyw na integralnos¢ DNA plemnikow. Bioragc pod uwage udzial plemnikéw
ruchliwych i o ruchu postepowym, ich budowe morfologiczng oraz ilosci DNA w glowie i
ogonie komety wykazano, ze nieprzydatnymi do konserwacji nasienia szynszyli byty
rozcienczalniki komercyjne przeznaczone do konserwacji plemnikow krolikow oraz knurow.
Najbardziej przydatnym rozcienczalnikiem do konserwacji plemnikdw szynszyli w stanie

ptynnym okazal si¢ rozcienczalnik stosowany do konserwacji nasienia psow i ogierow (A. 9).

Test SCE wykorzystano réwniez do okreslenia czestosci  wystepowania
spontanicznych i indukowanych wymian chromatyd siostrzanych w chromosomach szynszyli,
ze szczegdlnym uwzglednieniem ich liczby, miejsc na chromosomach i indywidualnych
réznic wynikajacych z wieku i plei. Wykazano, ze poziom spontanicznych SCE u szynszyli
wystepuje przy stezeniu BrdU wynoszacym 0,5ug/ml. Wyzsze stezenia tej substancji dziataja
genotoksycznie uszkadzajac strukture DNA chromosoméw i indukujgc dodatkowe SCE w
chromosomach tego gatunku. Srednia czestos¢ SCE/cell w populacji szynszyli wynosita
4,34+1,28, a wiek mial istotny wptyw na czesto$é zachodzenia SCE u obydwu pici (A.8).

Natomiast spontanicznie zachodzace SCE u nutrii stwierdzono juz przy stezeniu 1,0 pg/ml
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natomiast u krélikow nawet przy 0,5ug/ml. Srednia czestos¢ SCE/cell jest nizsza u nutrii

(1,41£1,15) niz u krolikow (2,69+2,14) (A.11).

Okreslono zréznicowanie osobnicze i populacyjne organizatoréw jaderkotworczych
(NOR) w Kkariotypie szynszyli hodowlanej. Regiony NOR sg wykorzystywane, jako model
badawczy do zrozumienia zaleznosci miedzy strukturg chromosomowa a regulacja i
aktywnoscia gendw rRNA w Eucaryota. W badaniach wykazano cztery klasy wielkosci
organizatorow jaderkotworczych a srednia liczba NOR u szynszyli fermowych wahata si¢
nieistotnie w zaleznosci od tego czy pochodzitly one z centralnej czy potudniowej Polski.
Zmienno$¢ w wielkosci i liczbie NOR w kariotypie szynszyli wskazata na wystepowanie

polimorfizmu NOR w populacji szynszyli w Polsce (A.10).

Celem badan bylo réwniez okreslenie u kota domowego stezenia BrdU, przy ktorym
czestotliwo$¢ wymiany chromatyd siostrzanych jest najblizsza spontanicznej Oceny
dokonano ze szczegdlnym uwzglednieniem liczby, miejsc wystepowania oraz rdznic
migdzyosobniczych w obrebie tego gatunku. Stwierdzono, ze poziom spontanicznych SCE u
kota domowego wystepuje przy stezeniu BrdU wynoszacym 0,5 pg/ml. Wyzsze stezenia tej
substancji dziataty genotoksycznie, uszkadzajac dodatkowo strukture DNA chromosoméw i
indukujac w ten sposéb dodatkowe SCE w chromosomach kotéw, co moze wplywaé na

zaburzenia rozrodu tych zwierzat (A.5).

Nowym kierunkiem naszych badan byla ocena stanu zdrowotnego gruczotow
mlecznych i okreslenie jego wplywu na przezywalno$¢ i odchéow mtodych jenotow
hodowlanych, szczegdlnie tuz po wykocie. Wykazano, ze u samic niszczacych potomstwo
wystepowal stan zapalny (mastitis) gruczotéw sutkowych. Swiadczyt o tym wyrazny wzrost
liczby komoérek somatycznych w mleku oraz wskazania testow Whiteside’a i TOK. W
posiewach wykonanych z mleka samic, ktore zniszczyly mioty, wyizolowano liczne szczepy
bakterii chorobotwdrczych. Stany zapalne powodowaty bolesnos¢ sutkéw oraz to, ze matki
stawaly si¢ agresywne i1 zagryzaly potomstwo probujace ssaé mleko z bolesnych sutek.
Bardzo wazna jest zatem, obserwacja i kontrola gruczolu mlecznego samic w kierunku
wykrywania jego zmian patologicznych i zapobiegania stratom w przysztym sezonie

reprodukcyjnym (B.28, C.13).

Pobierano rowniez mleko od samic jenotow oraz liséw pospolitych, okreslano w nim
zawartos$¢ thuszczu oraz profil kwaséw tluszczowych w zaleznosci od fazy laktacji. Mleko

pozyskane od samic jenotdw i lisow pospolitych charakteryzowato si¢ wysoka zawartoscia
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thuszezu (12,46%), ktora stopniowo wzrastata w kolejnych fazach laktacji. W profilu kwasow
tluszczowych mleka badanych samic stwierdzono obecno$¢ 18 kwasow. Zawartos$é
wiekszosci z nich nie przekraczata 1%. Natomiast laczny udziat kwasdéw: palmitynowego, cis

oleinowego i linolowego przekraczat 80% (B.31).

Podjeto réwniez probe wykorzystania wybranych ekstraktow ziolowych do poprawy
stanu zdrowia 1 parametréw okrywy wlosowej szynszyli hodowlanych. Badania wykonano na
zwierzetach z zaburzeniami zoladkowo-jelitowymi, ktorym w wodzie do picia podawano
ekstrakt z czosnku, rozmarynu i oregano. Wykazano, ze ziotowy suplement diety wplynat
korzystnie na wzrost masy ciala, parametry jakosciowe okrywy wlosowej i behawior
zwierzat. Po wuboju przeleczonych zwierzat sekcyjnie stwierdzono charakterystyczne

otluszczenie 1 typowy uktad trzewi w jamie brzusznej jak u zdrowych szynszyli (M.3).

W pierwszych tygodniach zycia poddano analizie morfometrycznej tempo rozwoju
przewodu pokarmowego krolikow zywionych tradycyjnie i mieszankami petlnoporcjowymi,
ktére wzbogacono probiotykiem. W oparciu o uzyskane wyniki stwierdzono, ze krdliki
karmione granulatami (z udzialem lub bez suplementu diety) do dnia odsadzenia nie
uksztattowaty dhlugiego przewodu pokarmowego. Zwierzeta zywione tradycyjnie paszami
gospodarskimi charakteryzowaly sie¢ znacznie dluzszym przewodem pokarmowym,
szczegoOlnie jelita czczego. Natomiast wigksza masg calego ukladu pokarmowego w
momencie odsadzenia; charakteryzowaly si¢ jednak kroliki Zzywione mieszanka

petnoporcjowa z dodatkiem probiotyku (C.15).

Analogiczne suplementy diety (ekstrakty z czosnku, rozmarynu i oregano), ktore
wykorzystano w zywieniu szynszyli zastosowano rowniez w zywieniu krélikow. Oceniono
wskazniki odchowu oraz tempo wzrostu kréliczat w pierwszych tygodniach zycia. Badania
wykazaly, ze dodatek ekstraktow ziotowych do granulatu (po zdiagnozowaniu inwazji
kokcydii) nie zmniejszyt smakowito$ci paszy i nieistotnie obnizyt upadki mtodych zwierzat
oraz mase ciala zwierzat w 90 dniu zycia. Poprawila si¢ natomiast zdrowotnos$¢ krélikdéw, a
inwazja kokcydii z intensywnej zmniejszyta si¢ do ekstensywnej (M.2). Wykazano, ze
zastosowane suplementy ziolowe nie miaty wplywu na przyrosty masy ciata, chociaz
najwyzsza mase osiagnely kroliki pijace wode z ekstraktem z czosnku. W tej grupie krolikow
stwierdzono réwniez najnizsza $rednig liczbe oocyst kokcydii. Pasza z ziotowymi
suplementami wplyneta rowniez pozytywnie na parametry migsa: kolor, aromat i

smakowitos¢ (A.13).
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Badania, rozszerzono okreslajac stopien zarazenia przewodu pokarmowego krolikow
pasozytami w okresie najwickszego ryzyka ich wystepowania. Badania wykonano w
kontek$cie poprawy dobrostanu zwierzat, zgodnie z sugestiami zawartymi W
rozporzadzeniach Unii Europejskiej, zmierzajacymi do wyeliminowania powszechnie
stosowanych kokcydiostatykow w zywieniu tej grupy zwierzat. Wykazano, ze przez kilka
ostatnich lat kokcydiozy stanowity istotny problem w badanej populacji krolikow szczegdlnie
w grupie zwierzat mtodych. Wsrod nicieni regularnie wystepowal Passalurus ambiguus
pinworm. Inne gatunki - Trichuris leporis i Graphidium strigosum byty rzadziej stwierdzane.

Najczescie] wystepujace pasozyty byty z rodzaju Eimeria i Passalurus ambiguous (B.29).

W Katedrze Hodowli Drobiu Zwierzat Futerkowych i Zoohigieny wykonano badania,
ktorych celem byla ocena wplywu podawanej w paszy flawomycyny, stymulatora wzrostu
zapobiegajacego infekcjom bakteryjnym w przewodzie pokarmowym, na przyrosty masy
ciala mtodych nutrii. Wykazano jednak, ze stosowanie tego dodatku przez 6 tygodni nie mialo
znaczacego wpltywu na cotygodniowe przyrosty masy ciala nutrii w koncowym okresie tuczu

oraz na koncowa mase ciala zwierzat (B.15).

Dokonano rowniez charakterystyki migsa nutrii, porownujac je z innymi gatunkami
mies. Pod wzgledem suchej masy migso nutrii z migsnia najdtuzszego grzbietu zblizone byto
do migsa kroliczego, poziomem biatka bylo porownywalne z cielecing, ale zawierato
dwukrotnie wiecej thuszczu niz wieprzowina. Mieso z uda zawieralo znacznie wiecej suchej
masy 1 tluszczu oraz mniej biatka niz analogiczne migsa innych gatunkow. Badania te
kontynuowano 1 stwierdzono, ze mieso nutrii charakteryzowalo si¢ mniej korzystnym dla
konsumenta stosunkiem wielonienasyconych kwaséw tluszczowych n-6/n-3. Moze by¢
migsem alternatywnym dla innych rodzajow migs, co pozwoli zachowac¢ nutrie, jako gatunek

uzytkowy w polskiej hodowli (A.2, M.1).

Kolejnym zagadnieniem bylo porownanie wybranych parametrow mies, o niskim
spozyciu (kroliczego i nutriowego) z najbardziej popularnym w Polsce migsem drobiowym.
Stwierdzono wyzsze zawarto$¢ biatka w migsie kroliczym i nutriowym niz w drobiowym. W
migsie nutrii i kurczat poziom thuszczu byl zblizony, ale dwukrotnie wyzszy niz w miesie
kréliczym. Najnizszy poziom cholesterolu stwierdzono w migs$niach ndég nutrii, natomiast
poziom witaminy E byl porownywalny we wszystkich rodzajach migs. Pod wzgledem
zawartosci kwasu linolowego (C18:2rn-6) i arachidonowego (C20:4n-6) migso nutriowe bylo
zblizone do migsa krdlikow. Zawierato réwniez najmniej kwasow: gamma linolenowego

(C18:3), EPA (C20:5n-3) i DHA (C22:6n-3). Natomiast wiecej zawieralo kwasu o-
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linolenowego (C18:3n-3) niz migso drobiowe. Wedlug przeprowadzonych badan, migso
krélicze charakteryzowalo si¢ najwyzsza jakoscig. Ale wysoka wartos¢ odzywcza migsa
nutriowego 1 jego fizykochemiczne parametry wskazuja na jego duze wlasciwosci

prozdrowotne (B.23, B.25).

Kierujagc si¢ powyzszymi spostrzezeniami celem kolejnych badan bylo okreslenie
wplywu dodatku oleju z nasion Inu i1 pestek jabtek do paszy dla nutrii na profil kwasoéw
thuszczowych w thuszczu $rédmiesniowym, udzie i mig$niu najdluzszym grzbietu. Uzyskane
wyniki wyraznie wykazaly, ze korzystniej na profil kwaséw tlhuszczowych wptynatl olej z
nasion jabtek niz olej Iniany. Produkt ten moze by¢ uznany za olej typu ,,bio” i powinien
znalez¢ zastosowanie w przemysle paszowym jak i spozywczym do produkeji zywnosci o

prozdrowotnych wiasciwosciach (B.24).

Wykonano réwniez badania, ktorych celem byta ocena zdolnosci termoregulacyjnych
szynszyli hodowlanych w reakcji temperatury ich ciala na zmieniajaca si¢ temperature i
wilgotnos¢ wzgledna srodowiska fermowego. Badania przeprowadzono w trzech hodowlach,
w ktérych temperatura miescita sie w przedziale od 10°C do 21°C, a wilgotno$¢ wzgledna
wynosita od 10% do 59%. Wykazano, ze temperatura otoczenia i wilgotnosci mialy istotny
wplyw na zmiany temperatury ciata szynszyli, ktora wahata si¢ do 32 do 37,4°C. Zwierzeta te
mialy duze zdolno$¢ termoregulacji i reagowaly szybkimi zmianami temperatury ciala na

zmieniajgcg si¢ temperaturg i wilgotnosci otoczenia (B.20).

Korzystajac z metod termowizyjnych badania kontynuowano i okreslano roéznice w
emisji ciepta spowodowane wiekiem i stanem fizjologicznym krélikow. Dokonywano
pomiaréw temperatury 4 obszaréow ciata zwierzat. Wykazano, ze wlasciwosci cieptochronne
okrywy krélikéw ulegaja zamianie w zaleznosci od wieku i stanu fizjologicznego. Wraz z
wzrostem krélikéw (od 2 do 9 tygodnia zycia) emitowanie temperatury przez powierzchnie
ciala si¢ obnizalo a wzrastalo emitowanie temperatury przez powierzchnie ucha. Obszarem
najbardziej emitujacym ciepto krolikow byly okolice narzadoéw pilciowych. Najwyzsza
stwierdzono u samic z objawami popedu ptciowego, natomiast najnizsza u samic ciezarnych

oraz samcow (B.21).

Wspdlpracujae Karelskim Instytutem Biologii (Rosja) podjeto badania, ktorych celem
byto sprawdzenie, czy implantacja melatoning modyfikuje odpowiedz systemow
antyoksydacyjnych jenotéw hodowlanych i1 lisow srebrzystych. Badania wykazaty, ze

aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i katalazy (CAT)
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oraz stezenia zredukowanego glutationu (GSH) i a-tokoferolu (TCP) jesienia byty znacznie
wyzsze w narzadach jenotow w poréwnaniu z narzadami liséw srebrzystych. Oba gatunki
roéznity si¢ funkcja uktadu antyoksydacyjnego, oraz odpowiedzig tego uktadu na egzogenna
melatonine. Jenoty hodowlane mozemy uzna¢ za model badan medycznych nad zespotem

metabolicznym (A.3).

Okreslono réwniez wplyw implantu melatoniny na ksztalttowanie zimowej okrywy
wlosowej, na poziom generacji reaktywnych form tlenu (ROS) oraz na aktywnos¢ enzymow
antyoksydacyjnych w watrobie lisow srebrzystych i polarnych. Wykazano, ze wszczepienie
implantow melatoniny doprowadzilo do przyspieszenia dojrzewania zimowej okrywy
wlosowej. System antyoksydacyjny liséw polarnych byl bardziej wrazliwy na implantacje
melatoniny niz lisow srebrzystych. Wzrostowa tendencja poziomu anionowego rodnika tlenu
u liséw polarnych z implantami melatoniny moze by¢ zwigzana z regulacja hormonalng

uktadu odpornosciowego w okresie przygotowan do warunkéw zimowych (B.26).

Aby sprosta¢ wyzwaniom zwigzanym z hipoksja i reoksygenacja podczas nurkowania,
zwierzeta zyjace w srodowisku wodnym posiadajg wielopoziomowe adaptacje. Dlatego celem
badan byla analiza czynnikow obrony antyoksydacyjnej i aktywnosci dehydrogenazy
mleczanowej w wybranych narzadach bobrow, pizmakéw i nutrii. Badania wykazaty, ze
aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) byta wyzsza, a aktywnos¢ katalazy (CAT)
nizsza prawie we wszystkich narzadach pizmaka. Nie stwierdzono istotnych réznic pomigdzy
aktywnos$cig antyoksydacyjnych enzymow SOD i CAT pomigdzy narzadami bobra i nutrii.
Wiekszos¢ badanych narzadéw bobra, jako substrat wykorzystywalo w pierwszej kolejnosci
mleczan, a glukoze pdzniej. Natomiast w sercu, watrobie i migsniach szkieletowych pizmaka
stwierdzono wyzsze aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej. Wyniki sugeruja, ze bobry,

nutrie i pizmaki majg odrebne mechanizmy adaptacyjne do hipoksji i reoksygenacji (A.7).

Nutrie ze wzgledu na systematycznie malejace poglowie zwierzat objeto programem
ochrony zasobow genetycznych zwierzat gospodarskich w Polsce. Jednak mata liczebnos¢
stad hodowlanych zwigksza ryzyko chowu wsobnego. Dlatego przeprowadzono badania,
ktorych celem byla analiza rodowodéw oraz monitoring réoznorodnosci genetycznej krajowej
populacji nutrii objetych tym programem. Stwierdzono, ze W najmniejszym stopniu
spokrewnione byly nutrie standardowe (R = 0,0425). Najwigksze spokrewnienie stwierdzono
pomiedzy nutriami odmiany pertowej (R = 0,3136). Najwyzsza warto$¢ wspotczynnik
inbredu przyjmowal w grupie nutrii czarnych (F = 0,0149). Pomimo niewielkiej liczebnosci

stad nutrii w Polsce wspotczynniki pokrewienstwa (R = 0,0140) i inbredu pozostaty jednak na
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niskim poziomie. Na tej podstawie mozna stwierdzié, podsumowaé, ze prace hodowlang

prowadzono prawidlowo, a zwierzeta kojarzono zgodnie z obowigzujacymi zasadami (B.27).

Podjeto rowniez badania nad dysfunkcja behawioralng szynszyli (samoogryzaniem
okrywy), ktore jest zaburzeniem obsesyjo-kompulsywnym. Utrata funkcjonowania mutacji w
genie Hoxb8 indukuje symptomy poréwnywalne z trichotylomanig u ludzi. Celem badan byta
analiza sekwencji genu Hoxb8 u samoogryzajacych sie szynszyli pod katem obecnosci
polimorfizmoéw pojedynczych nukleotydéw. W wyniku analizy molekularnej uzyskano dwa
produkty PCR zawierajace dwa fragmenty sekwencji kodujacych. Na podstawie tych
sekwencji wykazano obecno$¢ dwoch mutacji punktowych: transwersji A>C, skutkujaca
zmiang proliny na glicyne oraz tranzycji A>G, zmieniajacg kwas asparaginowy na glicyne

(C.16).
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